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서      론

  활성화된 마우스 미세아교세포에서는 자유유리기 (free 

radical), nitric oxide, tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) 등

과 같은 염증반응 매개체를 분비한다(1). 마우스 미세아

교세포의 활성화와 그로 인한 염증반응 매개체 분비는 

여러 가지 다양한 퇴행성 질환과 밀접한 관계가 있다  

고 보고되었으며(2,8), 이러한 마우스 미세아교세포 활성

화 결과는 면역체계 전반의 항상성을 유지하는데 있어 

문제를 발생시킬 수 있는 가능성이 있다. 박테리아의 내

독소로 알려진 Lipopolysaccharide (LPS)는 마우스 미세

아교세포를 활성화시키는 것으로 알려져 있으며(3), 이

렇게 다양한 매개체를 통한 마우스 미세아교세포의 활

성화는 뇌에서 발생될 수 있는 여러가지 질환과 직․간

접적으로 연관되어 있다. 파킨슨병이나 알츠하이머병의 

정확한 원인은 아직까지 잘 밝혀지지 않았지만 표적 세

포가 자유 유리기에 의해 손상받음으로써 발생되는데, 

가장 흔한 세포의 자유 유리기가 바로 hydroxyl radical, 

superoxide radical, nitric oxide이다(2,4). 이 중에서도 특히 
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ABSTRACT

Background: Microglial cells, major immune effector cells in the central nervous system, 
become activated in neurodegenerative disorders. Activated microglial cells produce 
proinflammatory mediators such as nitric oxide (NO), tumor necrosis factor-α and 
interleukin-1β(IL-1β). These proinflammatory mediators have been shown to be signif-
icantly increased in the neurodegenerative disorders such as Alzhimer's disease and 
Pakinson's disease. It was known that one of the neurodegeneration source is stress and 
it is important to elucidate mechanisms of the stress response for understanding the 
stress-related disorders and developing improved treatments. Because one of the 
neuropeptide which plays a main role in regulating the stress response is corticotropin- 
releasing hormone (CRH), we analyzed the regulation of NO release by CRH in BV2 
murine microglial cell as macrophage in the brain. Methods: First, we tested the CRH 
receptor expression in the mRNA levels by RT-PCR. To test the regulation of NO 
release by CRH, cells were treated with CRH and then NO release was measured by 
Griess reagent assay. Results: Our study demonstrated that CRH receptor 1 was 
expressed in BV2 murine microglial cells and CRH treatment enhanced NO production. 
Furthermore, additive effects of lipopolysaccaride (LPS) and CRH were confirmed in 
NO production time dependantly. Conclusion: Taken together, these data indicated that 
CRH is an important mediator to regulate NO release on microglial cells in the brain 
during stress. (Immune Network 2004;4(1):60-64)
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Nitric Oxide (NO)는 작고 불안정하며 독성이 강한 자유 

유리기로서 신체 내에서 정상적으로 중추 신경계와 말

초 신경계에 존재한다. NO는 신체 내에서 때에 따라 부

정적, 긍정적으로 작용하는 두 가지 측면을 모두 가지고 

있다. 긍정적인 측면에서는 세포 내 신호 전달 및 면역계

에 있어서 중요한 역할을 담당하고 있으나, 부정적인 측

면으로는 과량의 NO가 생성될 경우 신체에 유해한 영향

을 미치게 되어 세포손상을 초래할 뿐만 아니라 염증 반

응을 비롯한 뇌막염, 알츠하이머병이나 파킨슨병과 같

은 퇴행성 질환 등과 연관되어 있으며 세포 자멸사에 의

한 신경세포사를 유도하는 것으로 알려져 있다(4). 최근 

대부분의 질환 원인이 스트레스에 있다는 연구가 많이 

보고되고 있는데, 특히 알츠하이머병이나 파킨슨병과 

같은 신경퇴행성 질환에 있어 스트레스는 무엇보다 중

요한 원인으로 대두되고 있다(5-8). 이 중에서도, 스트레

스 반응을 조절하는 중요 매개체인 corticotropin- 

releasing hormone (CRH)는 처음 뇌하수체의 adrenocor-

ticotropic hormone (ACTH)를 자극하는 호르몬으로 밝혀

졌으며, 부신피질에서 glucocorticoids (GC)의 합성과 분

비를 조절한다(9). 최근 보고에 의하면, CRH가 알츠하이

머병이나 파킨슨병과 같은 신경퇴행성 질환의 발생과정

에 관여한다는 보고가 있으며, 특히, Roe 등(1998)은 이

러한 신경퇴행성 질환에서 실제로 CRH와 CRH-receptor 

(CRH-R)가 증가된다고 보고하였다(6,7,10). 또한 CRH가 

대식세포로부터 여러가지 proinflammatory cytokine을 증

가시킨다는 연구 결과를 볼 때(11), 스트레스 조절 매개

체인 CRH, 미세아교세포의 활성화와 염증반응 매개체

중 하나인 NO는 각각 독립적으로도 신경퇴행성 질환과 

밀접한 연관이 있으며 이들의 상호 작용을 통해 신경퇴

행성 질환이 더욱 가속될 수 있는 환경을 제공할 가능성

이 추정된다.

  이와 관련하여 본 연구는 스트레스 매개체인 CRH가 

마우스 미세아교세포에서 NO 분비에 어떠한 영향을 미

치는가를 규명함으로써 신경퇴행성 질환과 스트레스가 

중요한 관계가 있음을 밝히고자 한다. 이를 위하여 본 

연구에서는, 마우스 미세아교세포에서의 CRH-R의 발현

을 알아보고 CRH를 처리했을 경우 NO 생성이 어떻게 

변하는지를 살펴보았다.

재료 및 방법

세포 배양 및 시약. 마우스 미세아교세포인 BV2 세포를 

2 mM L-글루타민, 100 units/ml 페니실린, 100μg/ml 스트

렙토마이신, 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS)

이 포함된 RPMI 1640 배지(GIBCO BRL, USA)를 사용하

였고 배양 기간 동안 37
o
C, 5% CO2 상태를 유지하였다. 

배양세포가 바닥 면적의 90% 가량 차도록 자라면 계대 

배양을 하고 대수 성장기의 세포를 실험에 사용하였다.

RT-PCR. Total RNA는 RNAzol을 사용하여 BV2 세포로

부터 추출하였으며, 이후 역전사 과정을 거쳐 생성된 

cDNA를 CRH receptor-1 primers (sense, 5'-GCTCCCTCC 

AGGATCAGCAGTGTGAG-3';
 
antisense, 5'-GGTAGTTG 

ATGATGACGGCAATGTGG-3')과 β-actin primers (sense, 

5'-CATCCATCATGAAGTGTGACG-3'; antisense, 5'-CAT 

ACTCCTGCTTGCTGATGG-3')를 각각 사용하여 PCR 증

폭하였다. 증폭 cycling 조건은 CRH receptor-1은 94oC에

서 30초, 61.5oC에서 1.5분, 72oC에서 30초로 35회, β- 

actin은 95
o
C에서 30초, 52.5

o
C에서 30초, 72

o
C에서 30초

로 25회 실시하였다.

Nitric Oxide (NO)의 측정. 특이적 또는 비특이적 면역 

반응에 중요한 역할을 하는 것으로 알려진 NO는 세포 

배양액에서 NO2
-와 NO3

-의 형태로 축적된다. 배양액에 

녹아 있는 NO2
- 량의 측정은 Weinberger 등의 방법에 준

하여 실시하였다(12,13). BV2세포를 24-well plate에 3×

105 cell/well씩 넣어 준 다음 LPS와 CRH를 각각의 농도

에 따라 배양 세포에 첨가하고 37oC에서 12시간 동안 배

양한 다음 각 well로부터 100μl씩의 배양액을 취하여 

96- well plate에 옮기고 동량의 Griess Reagent (N-1-naph-

thylethylene diamine 0.1% in H2O, sulfanilamide 1% in 5 

% H3PO4)를 첨가하고 10분간 실온에 두었다. 전체 NO2
-
 

생성 정도는 540 nm 파장에서 흡광도를 측정하였으며, 

이때 NO2
- 농도에 대한 표준 곡선은 NaNO2를 serial 

dilution하여 작성하였다. 

결      과

마우스 미세아교세포에서의 CRH-R1 발현. CRH가 세

포 내에서 어떠한 영향을 갖기 위해서는 세포표면에 

CRH를 받아들일 수 있는 수용기가 발현되어야만 한다. 

CRH 수용기로는 크게 CRH-R1과 R2로 나뉘는데 CRH- 

R1은 cerebral cortex, cerebellum과 brain stem을 포함한 다

양한 뇌 부위와 뇌하수체에서 주로 발현되는 것으로 보

고된 바 있으며 CRH와의 결합 친화력이 CRH-R2와 비

교하여 약 10배 이상 높은 것으로 보고되었다(14-16). 반

면, CRH-R1과 약 69%의 염기서열이 동일한 CRH-R2의 

경우 심장, 골격근, 소화기관과 동맥 등을 포함한 말초기

관에서 발현이 확인되었으며 이 수용기는 CRH 보다 

urocortin과의 결합 친화력이 약 40배가 높은 것으로 알

려져 있다(14,15). 본 실험에서는 먼저 CRH와 결합력이 

높은 것으로 알려진 CRH-R1 mRNA 발현 정도를 마우스 

미세아교세포에서 조사하였다. Fig. 1에서 보는 바와 같

이, 마우스 미세아교세포에서 CRH-R1 mRNA 발현이 확

인되었다(Fig. 1). 

CRH처리 시 NO 생성의 증가. CRH가 염증 매개체인 

NO 생성을 조절할 수 있는지를 알아보고자, NO 생성을 

Griess 방법에 의하여 측정하였다. NO 생성을 측정하는 
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방법으로 사용한 Griess 방법은 아질산염을 측정하는 방

법으로, 이는 아질산염이 NO의 분해산물로서 안정하고 

비휘발성이기 때문에 측정에 용이하기 때문이다. Diazo-

tization reaction을 기본으로 하는 이 방법은 1879년에 처

음으로 Giess 등에 의해 제안되었다(12,13). 본 실험에서

는, 배양된 BV2 세포에 CRH 처리한 결과, CRH 단독 처

리만으로도 NO 생성을 증가시키는 것으로 나타났다

(Fig. 2). CRH 농도에 따른 NO 생성을 관찰하기 위하여 

CRH를 50 nM에서 200 nM까지 2배씩 희석하여 처리한 

결과 CRH 농도에 의존적으로 NO 생성이 증가하는 경향

을 보였으며, CRH 100 nM이 가장 적합한 것으로 나타났

다(data not shown). 시간에 따른 분석을 하기 위하여 

CRH를 BV2 세포에 처리한 후 3시간부터 12시간까지 3

시간 간격으로 NO를 측정한 결과 시간 경과에 비례하여 

NO 생성이 점점 증가하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 

3). 또한 마우스 미세아교세포를 활성화시키는 것으로 

알려진 LPS로 먼저 처리한 후 CRH에 의한 영향을 확인

한 결과, LPS 단독 처리한 실험군보다 CRH와 함께 처리

하였을 경우 상승적인 NO 생성을 관찰하였고(Fig. 4), 처

리 시간에 비례하여 NO 생성이 점점 증가하는 것을 확

인할 수 있었다(Fig. 5).

고      찰

본 실험에서는 스트레스 호르몬인 CRH가 마우스 미세

아교세포에서 NO 생성에 미치는 영향에 대해 알아보았

Figure 1. Expression of CRH Receptor 1 mRNA in BV2. Total
RNA (5μg) was extracted from BV2 microglial cells and B16F10
melanoma cells (4×105 cells/ml). B16F10 melanoma cells were 
used as a positive control. After culture, cells were harvested and
total RNA was examined for RT-PCR. RT-PCR was performed 
with primers for CRH-R1 or β-actin. PCR products were 
analyzed on 2% agarose gel electrophoresis.
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Figure 2. CRH-induced NO production in BV2. Murine 
microglial cells (3×105/ml) were treated with 100 nM CRH and
then incubated for 12 hr. After incubation, the culture 
supernatants were harvested for nitrite assay. NO production was
determined by measuring nitrite, a stable oxidation product of 
NO, by the Griess method. Sodium nitrite, diluted in culture 
media at concentrations of 10∼100μM, was used to make a 
standard curve. Data are mean±SD. *P＜0.01 versus control.
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Figure 3. Time kinetics of CRH-induced NO production. BV2
cells (3×105/ml) were treated with CRH and then incubated for
indicated time. Representative example of NO2

- accumulation in 
culture media. Control indicated CRH untreated group and 100
nM of CRH was used for CRH treatment.
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Figure 4. Effect of CRH on LPS-induced NO production. BV2
cells (3×105/ml) were treated with 250 ng/ml LPS and 100 nM 
CRH for 12 hr. After incubation, the culture supernatants were
harvested for nitrite assay. NO production was determined by 
measuring nitrite, a stable oxidation product of NO, by the Griess 
method. Data are mean±SD. *P＜0.05 versus control, **P＜0.01
versus LPS.
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다. 마우스 미세아교세포를 이용하여 실험을 진행하였

을때, CRH 단독 처리만으로도 NO 생성을 증가시키는 

결과를 보였으며, LPS와 함께 처리한 경우 상승효과를 

보였다. 뇌세포 중에는 마우스 미세아교세포 뿐 아니라 

활성화된 별아교세포(astrocytes)도 신경퇴행성 질환에서 

발견되며, 이 세포 역시 NO 생성에 관여한다고 보고된 

바 있다(3). 그러나 별아교세포는 마우스 미세아교세포

에 비교하여 NO 생성 정도가 낮기 때문에, 단지 별아교

세포 자체만으로는 NO와 관련하여 질환의 발생원인을 

논의하기는 어렵다. 별아교세포 경우에는 NO를 통하기 

보다는 IL-1β, TNF-α, IL-8과 IL-18 등과 같은 다른 

proinflammatory cytokine에 의한 퇴행성 질환 발생에 원

인을 찾을 수 있다고 알려져 있으며(17-19), 최근 Sola 등

(2002)의 보고에 의하면 별아교세포가 마우스 미세아교

세포와 동시 배양 시 각각의 단독 배양 시보다 LPS에 

의한 NO 생성을 더욱 증가시키는 것으로 보고되었는데 

(3), 이러한 연구 결과를 토대로 볼 때, 스트레스 호르몬

인 CRH에 의한 NO 생성에도 별아교세포가 보조적인 역

할을 하여 NO생성을 더욱 촉진시킬 수 있을 것이라 생

각된다. 

  LPS는 마우스 미세아교세포와 별아교세포를 활성화

시키고 여러가지 다양한 염증성 싸이토카인을 유도하는 

것으로 알려져 왔다. 이러한 LPS나 CRH는 화학적 스트

레스인 반면 저온, 한랭 스트레스와 같은 물리적 스트레

스 종류도 작동할 수 있는 것으로 보고되고 있다(20). 본 

실험에서는, LPS나 CRH는 화학적 스트레스에 초점을 

맞춰 시험관내 실험을 진행한 결과, 스트레스에 의해 

NO 생성이 뚜렷하게 증가하는 것을 증명하였다. 그러나 

이전 연구에 의하면 저온 스트레스에 의해 마우스 NO 

생성이 저하된다고 보고하고 있으며 반면, 햄스터의 경

우에는 저온 스트레스에 의한 NO 생성에 아무런 영향이 

없었다고 보고하였다(20). 이는 스트레스 종류나 iNOS 

발현의 조절에 따른 NO 생성의 차이에 의해 그 결과가 

달라지는 것으로 사료된다. 

  CRH가 세포 내에서 생물학적인 효과를 갖기 위해서

는 CRH 수용기 1이나 2와 같은 G 단백질 연결 수용기와

의 결합을 통하여 이루어진다. 본 연구에서는 뇌에서 

CRH와 결합하는 CRH-R1 mRNA의 발현을 마우스 미세

아교세포인 BV2에서 확인하였다. 이러한 결과는 CRH- 

R1이 흰쥐 뇌에서 발현되며 CRH-R2와 비교하여 주된 

수용기로서 작용하고 있다는 이전의 보고와 일치한다

(14). CRH-R1은 소뇌, 대뇌 피질, 뇌간을 포함하는 뇌 영

역에서 발현되고 있으며 특히 산화적 스트레스로 야기

되는 퇴행성 질환과 밀접한 연관이 있다고 보고되었다

(7). 이러한 사실은 CRH-R1이 신경퇴행성 질환을 비롯

한 전반전인 뇌 관련 질병에 중요하게 관여할 수 있는 

인자가 될 수 있음을 시사한다. 더 나아가 염증 질환에서

의 CRH-R1의 발현이 증가한다는 사실은 알츠하이머 환

자를 비롯한 퇴행성 질환뿐 아니라 여러가지 다양한 염

증 질환에서 CRH 수용체의 길항제와 작동제를 이용하여 

잠재적인 치료제로서 사용이 가능할 것으로 생각된다.

  스트레스 호르몬 중에서 본 실험에서 사용한 CRH 이

외의 다른 호르몬에 대한 연구도 활발히 진행되고 있는

데, 예를 들면 CRH와 마찬가지로 스트레스 반응의 중요

한 매개체인 arginine vasopressin (AVP)에 대한 연구도 보

고되고 있다(21-23). 최근에는, 흰쥐에서 LPS로 유도된 

AVP의 생성에 NO가 억제 역할을 한다고 보고된 바 있

으며, 이는 NO가 AVP를 조절하는데 연구의 초점이 맞

춰진 것으로 CRH가 NO 생성 조절에 영향이 있었던 만

큼, NO 생성에 영향을 미칠 수 있다는 가능성을 배제할 

수 없다. 더 나아가 흰쥐의 신장속질(renal medulla)에서 

AVP가 nitric oxide synthase (NOS) 중 하나인 neuronal 

NOS를 조절한다는 사실은 AVP가 NO 생성을 야기시킬 

수 있는 하나의 가능성을 제시하며(21), CRH와 함께 신

경퇴행성 질병을 비롯한 스트레스 관련 질병에 중요한 

인자가 될 수 있음을 시사한다. 

  최근 Wang 등은 CRH에 의해 마우스 미세아교세포에

서 TNF-α의 분비가 유도되고 이러한 메커니즘은 MAP 

kinase 신호 전달 과정을 거친다고 보고하였다(18). 미세

아교세포에서 TNF-α의 분비와 NO의 생성은 염증 매개

체로서 작용한다는 점에서 알츠하이머병이나 파킨슨병

을 비롯한 퇴행성 질환의 병인을 더욱 가속화시킬 수 있

는 원인으로서 작용할 수 있다. CRH에 의해 유도되는 

신호전달에 있어 그 밖의 다른 연구에서도 CRH가 마우

스 thymocytes나 피부 각질세포, 흰쥐 미세아교세포에서 

NF-Kappa이나 cAMP/CREB을 조절한다고 보고되었다

(24,25). 본 연구에서는 CRH와 CRH-R1의 결합 후의 세

Figure 5. Time kinetics of CRH effect on LPS-induced NO 
production. BV2 cells (3×105/ml) were pretreated with LPS and 
then treated with or without CRH. After incubated for indicated
time and NO production was determined by the Griess method.
Control indicated CRH untreated group and LPS single dose was
used 250 ng/ml LPS. Cotreatment of LPS and CRH indicated
250 ng/ml LPS and 100 nM CRH treated group.
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포 내 신호전달에 대하여 자세히 연구되지는 않았으나, 

이후에는 CRH와 CRH-R1의 결합 후의 하위 신호전달에 

대한 연구가 고려되어야 할 것으로 사료된다.

  본 연구에서는 CRH 단독으로도 NO를 생성시킬 수 있

으며, LPS와 함께 처리하였을 경우, 상승적으로 NO를 

생성시킬 수 있음을 알 수 있었다. 결론적으로 CRH가 

마우스 미세아교세포에서 NO 분비를 증가하는데 중요

한 역할을 담당하고 신경퇴행성 질환과 관련하여 CRH

가 질환 발생의 하나의 인자가 될 수 있음을 제시하고 

있다. 더 나아가 다른 면역 질환의 병인에도 중요하게 

관여할 수 있음을 시사하며 스트레스 관련 질병에 대한 

이해 및 좋은 정보로서 활용될 수 있는 가능성을 제공하

고 있다. 이후 연구로는 CRH가 어떠한 메카니즘을 통해 

NO 생성에 직․간접적으로 관여하는지에 대해서 더 많

은 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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